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　　In　order　to　improve　the　drug　delivery　system　for　treatment　of　cancer，　we　synthesized　3　kinds　of
magnetic　microspheres　which　had　similar　size　and　iron　content　but　different　surface　characters，　and
investigated　the　best　condition　for　adsorption　of　anticancer　drug，　daunomycin（DM），　tumor－
antibody　and　DNA　onto　the　magnetic　microspheres．
　　The　quantity　of　IgG　or　DNA　adsorbed　was　dependent　on　the　character　of　microsphere　surface．
Microspheres　with　functional　groups　such　as　carboxyl　and　hydroxyl　groups　on　their　surface
adsorbed　DM　directly　more　than　200μg　of　DM　per　mg　microspheres，　while　those　particles　without
the　functional　groups　adsorbed　only　less　than　2μg　of　DM　per　mg　microspheres．　The　best　condition
for　DM　adsorption　onto　the　microspheres　with　NH2　groups　was　the　indirect　method　via　DNA
（spacer）．
　　Based　on　these　studies，　we　investigated　the　effectiveness　of　the　targeting　therapy　in　vitro　and　in
vivo．　In　in　vitro　test，　the　latex－bound　DM　inhibited　growth　of　the　MH134　cells　more　significantly
than　the　free　DM　on　the　equal　dosis．　The　50％inhibitory　dosis（ID50）of　the　latex－bound　DM　was
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ミ1．1μg／ml，　whereas　that　of　the　free　DM　was　l．8μg／mL　DM　adsorbed　indirectly　onto　the　microspher－
es　with　NH2　groups　were　proved　to　be　more　efficient　to　the　tumor　cells　than　the　drug　adsorbed
directly．
　　The　survival　periods　of　C3H　mice　inoculated　with　MH134　cells　without　any　treatment　or　treated
with　the　microspheres　bound　DNA（control　group）were　21．0±10．1　days　and　29．3±7．9　days　respec－
tively，　while　those　for　treated　mice　with　the　free　DM　and　the　bound　DM（4　mg／kg）were　35．0±7．
7and　48．9±28．2　days　respectively．　It　showed　significant　effectiveness　for　the　latex－bound　DM　to
treat　the　tumors（P＜0．01）．
（1992年2月3日受付，1992年2月27日受理）
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1．緒 言
　悪性腫瘍の治療に用いる薬剤は一般的に安全域が
狭く，使用上著しい制約を受けている．そこで，こ
の制約を回避するために，これら薬剤を腫瘍細胞に
対して選択的に作用させるdrug　delivery　system
（DDS）が開発され，腫瘍に特異的な指向性を持つ狙
撃療法もその一つとして試みられている．この療法
の指向性因子として，腫瘍に対応する抗体が古くか
ら用いられてきた1）が，最近では磁性による集積や，
局所選択的に薬剤を持続注入する方法など各方面か
らの知識と技術とを動員する集学的治療法が脚光を
浴びるようになった．
　抗体を指向性因子として用いる場合に，抗腫瘍剤
やtoxinなどのエフェクター分子と結合する方法に
は，直接法2）と担体を介在させる間接法があり，前者
は，低分子量の薬剤と必要最低限の高分子の抗体と
を化学結合させるのでハプテンキャリア系を形成
し，免疫原性を発揮し，生体にとって危険性が高く，
今日では歴史的な意義しか持っていない．後者は赤
血球膜などの生体の細胞に単に包含させる方法と，
アルブミンなどの生体高分子とを化学的に結合させ
るかまたは，物理的に吸着させる方法で，最近では
合成化学の進歩に伴って担体としてポリスチレンな
どの合成高分子が用いられるようになった3）．これ
らは，それ自身抗原性や毒性がほとんどなく，粒径
や表面の性状を自由に設計できる利点がある．
　ポリスチレン系の粒子は表面が疎水性であるた
め，IgGなどの物理的吸着が優れており，リウマチ
因子などの診断用試薬として応用されている4）が，
Rembaumらはこれに水酸基あるいはカルボキシル
基などの化学的官能基を持たせ，細胞表面の抗原決
定基の走査電顕的検索に用い得ることを明らかに
し5），Immunolatex（ImLx）と命名した．　Ugelstad
ら6）は，これら合成高分子粒子に微細な磁性粒子を
均一に分散，封入し，磁性に反応する粒子を開発し，
特定の細胞や分子の単離，除去に利用し得ることを
示した．
　本研究の狙撃療法は指向性因子に抗体と磁性を用
いるので，薬剤の単独投与または，ImLx結合薬剤
に比し，原理的により高い有効性が期待できるが，
そのために薬剤，抗体，粒子の3者の結合方法，順
序，相互干渉などの詳しい検討が必要である．そこ
で，著者らは，表面性状の異なる3種類の磁性粒子
を作製し，これらの粒子の物性，及び抗腫瘍剤や，
IgGの吸着性の基礎的検討を行った．
II．材料と方法
　1）材料
粒子合成のためのモノマーは市販品を利用し，使
用前にすべて蒸留精製した．daunomycin　HCI（930
Pt、g／mg）は明治製菓より供与された．3一（4，5－
dimethylthiazol　一2一　yl）　一2，5　diphenyl　tetra－zolium
bromide（MTT）はSigma　Chemica1より購入し
た．腫瘍細胞としてはC3H／Heマウス由来腹水二
二がん細胞株MH　134，及びヒト肺癌細胞株PC－7
をin　vitroで継代し，使用した．
　2）　磁性粒子の合成法
　磁性粒子の合成はUgelstadら7）8）の方法に従っ
た．すなわち，2．5mlのアジピン酸ジオクチル，3．7
m1のアセトン及びドデシルベンゼンスルホン酸ナ
トリウム（SDS）0．075　mlに21．25　mlのH20を加
え超音波処理により乳化し，別に合成した直径0．97
μmのポリスチレン粒子の10％懸濁液12．5m1を
加え，20時間撹絆した後，アセトンを除去した．下
記から17．5m1を四つ首回パラブルフラスコに移
し，SDS　O．678g，　H20を102．25ml加え，激し
く三拝した．その後グリシジルメタクリレート67．5
m1，エチレングリコールジメタクリレート3．5m1，
過酸化ベンゾイル1．425gからなる混合液を約10
分かけて滴下し，室温で2時間撹搾後，60℃で4時
間撹絆1した．反応終了後，メッシュを通して凝集物
を除去し，得られたラテックスの懸濁液100mlをと
り，エチレンジアミン100mlを加え，80℃で3時
間撹拝しながら反応させ，その後H20でエチレン
ジアミン臭がなくなるまで洗浄した．粒子3g当た
り2．5MFeC1325　m1及び1．5MFeC1225　mlを添
加後，アンモニア水で処理し，磁性粒子（ML－1）を
作製した．
　磁性粒子の表面被覆は伊藤ら9）の方法によった．
上記の磁性粒子を核とし，モノマーにメチルメタア
クリル酸，2一ヒドロキシメチルタクレート，メチル
メタリレートの混合液あるいはスチレンを用い，
各々に乳化剤，重合開始剤を加えてシード重合し得
られたものをそれぞれML－2，　ML－3とした．
　3）　磁性粒子の物性
　粒径はS－2300型走査型電子顕微鏡（日立製作所）
を用いて加速電圧10kVで測定し，粒子の鉄含有率
（2）
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Table　1　Characteristics　of　magnetic　latex　particles
Magnetic　Lx．　Seed　Lx．　Surface＊ユ　Φ（μm）　Fe（％）　ζ（mV）　M．　R．（％）＊2
ML－1
ML－2
ML－3
Pst　NH2ML－1　COOH　OH
ML－1　Pst
2．42
2．67
2．40
4．7
4．3
4．8
一　50
一　45
一　55
100．0
90．6
100．0
’i：Chemical　groups　on　the　particles
’2：Magnetic　reactivity，　weight　％　of　magnetically　reactive　partic1es　at　5　min．
は，一定量の磁性粒子を6Nの塩酸で処理し，溶出
した鉄イオンを0一フェナントロリン法10）で定量し，
百分率で表わした．
　ζ電位は，1×10－3Mベロナール緩衝液を分散媒と
して電気泳動式コロイド粒子ζ電位測定装置：
MARK　II（Rank　Brother）で測定した．
磁石反応性は，φ14×5㎜の材ジウム永久磁
石：37MGOe（中村理科工業株式会社）を当てて，
5分反応させた後に容器に付着しないものを蒸留水
で十分洗い去り，残存するものをtrap分画，洗液中
に移行したものをpass分画とし，各々の鉄の定量
値から磁性粒子量を算定し百分率で表した．
　4）　諸因子の粒子への吸着法
　直接法：一定量の磁性粒子にDM，ウサギIgGあ
るいはDNAを加え4℃で一晩おだやかに撹絆後，
磁性粒子を磁石を使って集め，上清中のDMは490
nmの吸光度で，　IgGはLowry法11）で，　DNAは
Burton変法12）で測定し，粒子を加える前の値との
差から結合量を求めた．
　間接法：磁性粒子に予めDNAを吸着させ，　PBS
で3回洗浄後，PBSに再懸濁し，直接法と同一の操
作でDMを結合させた．
　5）　薬剤結合粒子の抗腫瘍活性
　in　vitro：増殖阻害活性をMTT　assay13）で測定
した．磁性粒子はオートクレーブで，DNA及びIgG
は何れも濾過法で滅菌後，PBS中で無菌的に薬剤と
結合させた．薬剤結合粒子の濃度を段階的に変えた
系列に1～2×106個の腫瘍細胞を加えて37℃，5％
CO2の条件下で48時間培養した．　MTT試薬5μg
を加え，同一条件で3時間培養後，0．04Nの2－
propanol　HC1でMTT　formazanを溶解させ，反
応液を新しいプレートに移し代え，550nmの吸光度
を測定した．薬剤の細胞障害活性は次式：（1－B／
A）×100（％）で表現した．
　ただし，Aは対照検体の平均吸光度，　Bは薬剤添
加後の平均吸光度を示す．DMは本研究で使用した
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Added　IgG　concentration：250＃g／ml［’x　t，．・］500
＃g／ml　［　］
濃度範囲（20μg／m1以下）でMTT　assayを妨害
しなかった．
　in　vivo：C3H／Heマウス（5週齢，雄i）80匹に
MH　134細胞を1匹当たり1×107個ずつ腹腔内に
接種し，5日目に無作為に10匹ずつ8群に分け，第
1群がら第3群は体重kg当り各々8．0，4．0，2．O
mgの結合型DM投与群とし，第4群がら第6群は
同量の遊離型DM投与群，第7群は磁性粒子単独投
与群，第8群は無処置比較対照群として，効果を生
存日数で判定した．
III．結 果
　1）磁性粒子の吸着性
　粒子の表面性状と免疫グロブリンおよび薬剤の吸
着量との関係を明らかにするために，まず粒径，鉄
含有率がほぼ同程度で表面性状のみが異なる磁性粒
子を作製した．Table　！にこれらの磁性粒子の特性
を示す．この表から最も著しい変化がみられるもの
はζ電位であり，ML－1と比べ，表面にOH基，
COOH基を導入したML－2では陰性電荷が最小の
値であり，表面をポリスチレンで被覆したML－3で
（3）
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Fig．　2　Direct　adsorption　of　Daunomycin　on
　　magnetic　latex　particles．
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Fig．　4　Significance　of　DNA　as　Spacer　on　adsor－
　　ption　of　DM　onto　ML－1　［一］．
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Fig．　3　Adsorption　of　DNA　on　magnetic　latex
　　particles．
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Fig．　5 Growth　inhibitory　activity　of　magnetic
　　latex　particles　physically　adsorbed　DM　on
　　tumor　cells　in　vitro．
　　Bound　DM　［e］，　free　DM　［A］
は高い値を示した．
　次に，粒子のζ電位とウサギIgGの吸着量との
関係を調べた．その成績をFig．1に示す．十分量の
IgG（500μg／ml）を加えた場合には，ζ電位の絶対
値の増大に伴い，吸着量の増大が認められた．
　Fig．2は一定量の粒子に直接法で濃度の異なる
DMを作用させた時の吸着量の変化を示す．これか
らDMの吸着量は粒子表面の性状により著しく異
なり，ML－1では粒子1mg当り2μg，　ML－3では
3。5μgでプラトーに達したのに対し，ML－2では，
加えたDM量にほぼ比例して吸着され，更に，高濃
度のDMを添加すると200μg／mg以上が吸着され
た．これはML－1のそれに対し約100倍に相当す
る．
　次に，DMがDNAにintercalate14）する性質を
利用して間接結合法による薬剤の結合条件を検討し
た．まず，粒子へのDNAの吸着量を調べたところ，
100μg／m1以下では濃度依存的に吸着量の増大を認
めた（Fig．3）．一方，表面性状の異なる粒子間で比
較すると，COOH基により負に荷電しているML－
2では，ML－1に比しほぼ1／2量のDNAを吸着し
たに過ぎなかった．これはDNAが負に帯電してい
るためと考えられる．次にDNA結合量を異にする
ML－1にDMを吸着させたとき，どの様な影響があ
るかを比較検討した．その成績をFig．4に示す．こ
れら薬剤結合量は中間層のDNA量に依存して増大
し，DNAを結合しないML－1では1．1μg／mg粒
子のDMを吸着したのに対し，2．6μg／mg粒子の
DNAを結合したML－1は，2．1μg／mg粒子のDM
を吸着し，直接法の約2倍の成績であった．この事
実は直接法では十分量の薬剤を吸着し得なかった粒
子でも，間接法によればその目的を達成可能なこと
を示している．
　2）　磁性粒子に吸着したDMの生物活性
　i）in　vitroの検討
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Fig．　6　Growth　inhibitory　activity　of　various
　　magnetic　latex　particles－DM　conjugates　on
　　tumor　cells　（PC－7）．
　　Adsorbed　DM：200　＃g／mg　Lx　［O］，　80　pt　g／mg
　　Lx　［e］，　20＃g／mg　Lx　［A］，　10＃g／mg　Lx
　　［［］］，　Lx　cotrol　［一］
　以上の方法で磁性粒子に吸着させたDMが，生物
活性を保持しているかどうかを，直接結合で成績が
よいML－2粒子で検討した．その結果，　Fig．5に示
すようにMH　134細胞に対し濃度依存的な増殖阻
害活性を認めた．また，直接法で粒子に結合させた
DMと遊離のDMの細胞毒性を比較したところ，
前者のID，。は1，1μg／mlであるのに対し後者のそ
れは1．8μg／mlで，粒子に結合させた場合には遊離
のDMに比し，優るとも劣らない活性を保持してい
ることが分かった．同様にPC－7細胞に対する増殖
阻害活性を比較するとFig．6に示すように粒子に
結合された薬剤量とID5。との間に対数比例関係が
認められた．このことからDMは粒子に吸着された
後，ヒト腫瘍細胞に対しても活性を失わず増殖阻害
的に働いていることが明らかになった．
　ML－2に直接法及び間接法で同量の薬剤を吸着さ
せた粒子間の活性の比較をFig．7に示した．対照の
未処理粒子及び，DNAのみを吸着させた粒子は全
く障害を示さないが，薬剤を吸着した粒子は有意な
細胞障害を示した．直接法で吸着したDMの阻害活
性のほうが常に20％程，間接法で結合したDMの
それよりも高く，COOH基を有する粒子では間接法
は有効性は認められなかった．一方，ML－1に薬剤を
直接法及び，間接法で吸着させた場合のPC－7に対
する細胞障害性を比較したところ（Table　2），薬剤
を直接法で吸着した粒子は1．6×108個を添加して
も阻害は11．8％に過ぎなかったが，間接法で吸着さ
せた粒子を同量添加すると，約2倍以上の強い阻害
を示した．これはFig．4に示したDNAによるDM
結合量の増大の結果であり，磁性粒子で有効な治療
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Fig．　7　Growth　inhibitory　activity　of　directly
　　and　indirectly　bound　DM　on　tumor　cells．
　　Directly　bound　DM　［O］，　indirectly　bound
　　DM　［e］，　control　bound　with　only　DNA　［A］，
　　control　Lx　without　DM　［A］
Table　2　DNA－mediated　enhancement　of
　　　tumor　growth　inhibitory　activity
Growth　inhibition
DNA－latex
cM－1atex
cM－DNA－1atex
3．7±0．07
P1．8±0．10
Q8．7±0．10
効果を上げうることを意味する．
　ii）in　vivOの検討
　次に富源マウスを用いてin　vivoで制癌効果があ
るか否かを検討した．まず，正常マウスを用い，DM
を吸着した磁性粒子（ML－2）の毒性を調べると，
LD5。は7．Omg／kgであることがわかったので，こ
の量を投与量のめやすとして担癌マウスで制癌効果
を調べた．無治療群及び薬剤を吸着しない磁性粒子
単独投与群では，平均生存日数はそれぞれ27，1±
10．1，29．3±7．9日で両者に殆ど差がなかったのに
対し，遊離のDMを4mg／kg単独投与した群は
35．0±7．7日，ML－2に吸着させたDMを同量投与
した群は48．9±28．2日であり，無治療群とこれらの
両治療群との間には何れも推計学的に1％以内の危
険率で有意な差があることが分かった．
IV．考 察
　がんの化学治療に用いられる薬剤は何れも腫瘍細
胞に特異的に働くのではなく，腫瘍細胞の著しい増
殖活性を妨げる作用を応用しているので，対応する
生体の免疫担当細胞が‘not　self’を認識して分裂，
分化する働きをも抑制することとなり，この事実が
（5）
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臨床的に大きな障害となっていることはいうまでも
ない．そこで薬剤送達法（Drug　Delivery　System，
DDS）により，対象となる組織，あるいは細胞に薬
剤の作用を集中させ，他の正常細胞には閾値以下の
低濃度に止めるための工夫が検討されている．その
中でも抗体の特異性を利用するものを免疫学的狙撃
療法と呼んでいる．当初は抗腫瘍剤を直接抗体に化
学結合させたものが用いられたが，当時入手可能な
抗体は異種動物の抗体のみで，これはそれ自身抗原
性があり，低分子の薬剤を結合させるとハプテン・
キャリア系を形成し，かえってアナフィラキシーの
危険性を伴うので不適当なことが明らかにされ，今
日では何らかの担体を利用する方法が主流となって
いる．
　この目的に利用される担体が備えるべき特性とし
て鈴田は15），1）多種類の薬剤をその活性を損なわず
に多量に保持すること，2）正常細胞に毒性がないこ
と，3）それ自体，または，薬剤と結合させたときに
抗原性が無いこと，4）目的とする腫瘍に到達する途
中で崩壊や薬剤の損失がないかまたは，極少ないこ
と，5）腫瘍細胞が貧食詰を持たない限り正常食細胞
に取り込まれないこと，6）毛細血管を通過して生体
内に均一に分散し得るに十分なほど小さいこと，7）
目標に到達したらなるべく早く，かつ十分に薬剤を
放出し得ること，8）薬剤放出後は分解して体外に排
泄され得ることをあげている．
　これらをすべて満足する担体は現在存在しない
が，担体としてラテックス粒子を選択すれば，適切
な乳化重合方法，モノマー等の材料により，これら
の条件の多くを満足する担体の作製が可能である．
本研究では当研究室で作製した磁性粒子が，諸因子
との結合条件を充しているか否かを十分解明してお
く必要があり，検討を行なったが，spacerとして
DNAを用いるとintercalationにより単に物理的
な吸着よりも多量の薬剤を結合でき，しかも腫瘍細
胞へ薬剤を適切に放出することが分かった．
　このことはTrouetら16）の実験結果と一致した．
彼らはリボソーム，DNA及びウシ血清アルブミン
（BSA）をダウノルビシン（DNR）及びピンクリス
チンと包含または結合させ，出面マウスに投与して
治療効果を比較し，担体としてはDNAが最も良好
であることを報告した．特にDNAとDNRは容易
に結合し，心での取り込みが遊離の薬剤よりも小と
なり，臨床的に著明な毒性の減少を認めたと報告し
ている．ただしこの方法はDNAと親和性をもつ薬
物に対象が限られ，血流中での安定性が低い点に問
題が残されている．彼らは，また，荷電を変えた数
種類の多層性リボソームを作り検討を行なったが，
予期に反した成績であった．これは，腫瘍に作用す
る前にこれらの包含薬剤が肝，脾，肺に高率に取り
込まれるためと考えられている．BSAでは，　DNR
と直接化学結合させたものは，ライソゾーム酵素で
処理したときDNRを全く遊離しないが，1－4個の
アミノ酸を介して結合させると，アミノ酸数の増加
に応じてDNRの遊離率が24％から80％へと高ま
ったという．
　著者らの実験でDMのML－2への吸着はきわめ
て迅速で，表面の性状の異なるML－1，　ML－3と比
較して100倍以上のDMが吸着したが（Fig．2），
これは粒子上のCOOH基とdaunosamin　moiety
のアミノ基を介した静電結合の関与を示唆してい
る．また，腫瘍細胞の増殖を強く阻害することから
（Fig．5），上記1）の必要条件である薬剤の活性を
失わないことを実験：的に明らかにした．また，Fig．5
に示すようにML－2では直接法と間接法とでDM
の阻害活性は20％異なったが，今回行った実験から
推論を許されるならば，次の2つの可能性が考えら
れると思われる．a）細胞／DM接触面の表面荷電
の相違：通常負に荷電した細胞に対し直接法でDM
を吸着した粒子は，DMの持つ正の荷電のため
interactしゃすいが，間接法の場合，　DMは負に荷
電したDNAにintercalateして存在するので
interactionが低下する．　b）細胞に作用するDM
の局所濃度の違い：間接法ではDNAにintercalate
したDMが徐放的にreleaseされるが，直接法では
粒子上のDMが比較的強く結合しているために放
出されにくく，粒子と細胞が接触している限り細胞
との接触面で高いDMの局所濃度が維持される．し
かし，これらを明らかにするためには，さらに実験：
的検討が必要と思われる．
　磁性粒子は腫瘍の狙撃療法に適用されており，
Rettenmaierらエ7）は丸払マウスの尾の腫瘍局所に
磁石を装置して，尾静脈から投与した薬剤結合磁性
粒子の局所への集積を試み，腫瘍縮小効果を認めて
いるが，われわれもマウスの実験的固形腫瘍を用い
て，DMを結合させた磁性粒子による治療効果が磁
石適用により増強されるか否かを検討中で，予備実
験の段階ではあるが明るい見通しを得ている．これ
（6）
1992年7月矢那瀬他2名：表面性状の異なる磁性粒子を用いた新しい薬剤送達法の基礎的検：討　一・543・一
については後日報告することにしたい．
V．結 論
　1）磁性粒子と抗腫瘍剤を用いた狙撃療法の開発
を目的として，乳化重合及びseed重合法により表
面性状の異なる磁性粒子を作製し，これらに抗体及
び抗腫瘍薬剤（DM）を吸着させる条件について詳
しく検討した。更に，DM結合磁性粒子の生物活性
をin　vitro及びin　vivoで調べた．
　2）IgGはζ電位の絶対値の大きい粒子に多く吸
着された．
　3）DNAは正の荷電（NH2）を持つ粒子に最もよ
く吸着され，COOH基を持つ粒子に対する吸着量
は，その1／2に過ぎなかった．
　4）DMの吸着量は直接法の場合にはCOOH基
を有するML－2が最大の値を示したが，間接法によ
るDMの吸着量は先に吸着されたDNA（スペーサ
ー）量に依存して増大した．
　5）上記の方法で薬剤を結合させた磁性粒子をin
vitroで腫瘍細胞と反応させると，吸着されたDM
量に応じて細胞障害を認め，遊離のDMよりも高い
増殖阻害作用を示した．
　6）DM結合型磁性粒子を用い，　C　3　H系に
MH　134を接種：して作製した担癌マウスに対する治
療効果を調べると，生存日数で著明な効果を示し，
対照の無治療群及び遊離のDMを投与した群に対
しても1％以下の危険率で有意な差を認めた．
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